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<§) Verfahren zur H erst ell ung von 2-lndolincarbonsaure 

Die Erf inciting betrifft ein neuoa Verfahren zur Herstellung 
von optlsch aktlver 2-lndolincarbonsaure. das einen mikro- 
biell bzw. enzymattsch katalysierten Schritt aufweist. sowie 
die neuen Mikroorganismen bzw. Enzyme, die dieses Ver- 
fahren katafysleren. Ee beruht darauf, daS bostimmte Mikro- 
organismen oder aus Ihnen Isoiierte Enzyme vom Racemat 
elnes N-gesohutzten 2-indoItnearbonsAureesters selektiv ein 
Enantiomer zur N-geschatzten 2-lndolfncarboneaure hydro- 
lysieren. wfihrend dasendere Enantiomer nicht verseift wird. 
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Pa ten tanspruche 

I. Verfahren zur Hers t el lung von 2R oder 2S-Indol- 
incarbonsaure der Formel L 



a 



N 
I 



COOH 



CD 



bindung der Formel HI, 



daQ man eine 2RS-Ver- 



ODI) 



worin R' far unsubstituiertes oder substituiertes 
Alky I. CycloalkyJ oder unsubstituiertes oder substi- 
tuiertes Aryl steht und R 2 eine Aminoschutzgruppe 25 
bedeutet, durch mikrobielle oder enzymatische Ka- 
talyse zu einem Gemisch umsetzt, das entweder aus 
der 2 R- Verbindung der Formel II 



00 




und der 2S- Verbindung der Formel HI oder aus der 
2S - Ve rbind ung der Formel II und der 2R-Verbin- 
dung der Formel III besteht, und die Verbindung 
der Formel II oder III, die die gewunschte KLonfigu- 40 
ration am C-2-Atom des Indolingerustes aufweist, 
isoJiert und inre geschCtzte Aminogruppe sowie 
gegebenenfalls die veresterte Gruppe COOR 1 ra- 
cemisierungsfrei freisetzt- 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin R 1 fQr unsub- 45 
stituiertes oder substituiertes NiederalkyL Cycloal- 
kyI oder unsubstituiertes oder substituiertes Phenyl 
steht und R* einen Acylrest bedeutet. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , worin R 1 fur Nieder- 
alkyl, Arylniederalkyl. Halogenniederalkyl, Hy- 50 
droxymederalkyL Niederaikoxyniederalkyl oder 
Hydroxy/N iederalkoxyntederalkyl steht und R z ei- 
nen Niederalkanoylrest bedeutet. 

4. Verfahren nach Anspruch 1. worin R 1 fOr Nieder- 
alkyl steht und R 2 Niederalkanoyl bedeutet. 55 

5. Verfahren nach Anspruch 1. worin R' fur Methyl 
steht und R 2 Acetyl bedeutet. 

6. Verfahren nach Anspruch 1. worin die mikrobiel- 
le JKLatalyse durch Verwendung von Mikroorganis- 
men des Genus Pseudomonas, eines Pseudomonas- 60 
ahnlichen Genus, des. Genus Hyphomicrobium 
oder von Mischkuhuren da von. die eine Aminosfiu- 
reester spaltende Esterase produzieren, erzielt 
wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6. worin die mikrobiel- 65 
le ICatalyse durch Verwendung von Mikroorganis- 
men. die auf RS- Verbind ungen der Formel III unter 
Produktion von enan tiose I ek t i ve r Esterase Wachs- 



tum zeigen, erzielt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6. worin die mikrobiel- 
le Katalyse durch Verwendung von Mikroorganis- 
men aus der Gruppe folgender Stflmme: DMF 3/3 
(NRRL-B-15 358), DMF 3/4 (NRRL-B-15 359). 
DMF 3/5 (NRRL-B-15 36QX DMF 3/6 (NRRL- 
B-15 361). DMF 3/1 1 (NRRL-B-15 362). DMF 3/12 
(NRRL-B-15 363), DMF 4/4 (NRRL-B-15 364). 
DMF 5/3 (NRRL-B-15 365% DMF 5/5 (NRRL- 
B-15 366). DMF 5/7 (NRRL-B-15 367), DMF 5/8 
(NRRL-B-15 368), DMF 5/9 (NRRL-B-15 369), 
DMF 5/10 (NRRL-B-15 370> Mischkulturen dieser 
Stflmme sowie der Mischkultur BB210(DSM-3476) 
erzielt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 6, worin die mikrobiel- 
le ICatalyse durch Verwendung der Stflmme DMF 
3/3. DMF 5/8 oder der Mischkultur EE-210 erzielt 
wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, worin die enzyma- 
tische ICatalyse durch Verwendung einer oder meh- 
rerer Esterasen erzielt wird, die sich aus einem der 
in Anspruch 6 bis 9 genannten Mikroorganismen 
isolieren las sen. 

11. Verfahren nach Anspruch IO, worin die enzyma- 
tische Katalyse durch Verwendung der aus dem 
Mikroorganisrnus DMF 5/8 isolierten Esterase er- 
zielt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch IO, worin die enzyma- 
tische ICatalyse durch Verwendung der aus der 
Mischkultur EE-210 isolierten Esterase erzielt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, worin die erhaltene 
Verbindung der Formel II die gewflnschte Konfigu- 
ration aufweist, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
geschtltzte Aminogruppe dieser Verbindung race- 
misierungsfrei freigesetzt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verbindung der Formel III mit der . 
nicht gewQnschten Stereochemie gezielt race mi- 
si ert und erneut in das Verfahren nach Anspruch 1 
eingebracht wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, worin die erhaltene 
Verbindung der Formel III die gewflnschte Confi- 
guration aufweist, dadurch gekennzeichnet, daB die 
geschtltzte Aminogruppe sowie die Estergruppe 
dieser Verbindung racemisierungsfrei freigesetzt 
werden. 

16 Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Verbindung der Formel II mit der 
nicht gewunschten Stereochemie verestert. gezielt 
racemisiert und erneut in das Verfahren nach An- 
spruch 1 eingebracht wird. 

17. Die synthrope Mischkultur EE-210. 

18. Verwendung von Mikroorganismen aus der 
Gruppe folgender Stflmme: DMF 3/3 (NRRL- 
B-15 358). DMF 3/4 (NRRL-B-15 359), DMF 3/5 
(NRRL-B-15 360X DMF 3/6 (NRRL-B-15 361), 
DMF 3/11 (NRRL-B-15 362). DMF 3/12 (NRRL- 
B-15 363), DMF 4/4 (NRRL-B-15 364), DMF 5/3 
(NRRL-B-15 365), DMF 5/5 (NRRL-B-15 366), 
DMF 5/7 (NRRL-B-15 367), DMF 5/8 (NRRL- 
B-15 368), DMF 5/9 (NRRL-B-1 5 369), DMF 5/10 
(NRRL-B-15 370X Mischkulturen dieser Stflmme 
sowie der Mischkultur EE 21 0 (DSM-3476) in dem 
Verfahren nach Anspruch 1 

19. Verwendung der St&mme DMF 3/3, DMF 5/8 
oder der Mischkultur EE-210 in dem Verfahren 
nach Anspruch 1. 

20. Die aus Mikroorganismen aus der Gruppe fol- 
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sender Stftmme:DMF 3/3 (NRRL-B-15 358% DMF 
3/4 (NRRL-B-15 359), DMF 3/5 (NRRL-B-15 360), 
DMF 3/6 (NRRL-B-15 36 IX DMF 3/11 (NRRL- 
B-15 362), DMF 3/12 (NRRL-B-15 363). DMF A/A 
(NRRL-B-15 364), DMF 5/3 (NRRL-B-15 365), 
DMF 5/5 (NRRL-B-15 366), DMF 5/7 (NRRL- 
B-15 367), DMF 5/8 (NRRL-B-15 368). DMF 5/9 
(NRRL-B-15 369). DMF 5/fO (NRRL-B-15 370). 
Mischkulturen dieser Stamme sowie der Mischkul- 
tur BE 21 0 (DSM-3476) erhaltlichen Esterasen, die 
das Verfahren nach Anspruch 1 katalysieren. 

21. Die bus dem Mikroorganismus DMF 5/8 erhalt- 
liche Esterase. 

22. Die a us dem Mikroorganismus DMF 5/8 erhalt- 
liche Esterase zur Verwe ndung in den Verfahren 
nach Anspruch 1. 

23. Die aus der Mischkultur EE-210 erhaltliche 
Esterase. 

24. Die aus der Mischkultur EE-210 erhaltliche 
Esterase zur Verwendung in dem Verfahren nach 
Anspruch 1. 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur Her- 
stellung von optisch aktiver 2-Indolincarbonsaure, das 
ein em mikrobiell bzw. enzymatisch katalysierten Schritt 
aufweist, sowie die neuen Mikroorganismcn bzw. Enzy- 
me, die dieses Verfahren katalysieren. 

2-Indolincarbonsaure hat die in For me J I wiedergege- 
bene Constitution: 



COOH 



CO 



tiomer nicht verseift wird. 

Im einzelnen besteht das erfindungsgem&Be Verfah- 
ren unter anderem darin, daB man eine 2RS- Verbindung 
der Formel III. 



COOR 1 



N 

A- 



worin R' fur unsubstttuiertes oder substituiertes AlkyL 
Cycloalkyl oder unsubstituiertes oder substituiertes 
is Ary] steht und R 3 eine Aminoschutzgruppe bedeutet. 
durch mikrobiell e oder enzymatische ICatalyse zu einem 
Oemisch umsetzt, das entweder aus der 2R- Verbindung 
der Formel II 




COOH 



Dieser chirale Heterocyclus ist ein wichtiger Synthe- 
sebaustein far die Herstellung einiger ph armakologisch 
wertvoller Verbindungen, wie beispielsweise der 
1 -(4-E thoxycarbonyl-2R,4R-dimethy 1 butanoyl)-2S- in - 
dolincarbonsaure, siehe z, B. Europaische Pa ten tan me] - 
dung OO 50 850. Dort wird unter Verwendung von Ver- 
bindungen der Formel I die Herstellung von ACE- He m- 
mern beschrieben. Vorteilhafterweise wird die 2-Indol- 
incar bons&u re dabei enantiomerenrein eingesetzt. Zur 
Bereitsteltung enatiom ere nr eine r 2S- oder 2R-IndoIin- 
carbonsaure ist bisher nur die Technik der Racemat- 
spaltung bekannt So beschreiben J. L. Stanton et aL, J. 
Med. CheitL 26. 1267 (1983), die Auftrennung von race- 
mischer 1 -Acetyl- 2-indoIincarbonsaiJ re unter Zuhilfe- 
nahme von Cinchonidin. Das acetyiierte reine Enantio- 
mer kann dann racemisie run gsfrei hydrolysiert werden. 
In ahnlicher Weise ist im US-Patent 45 20 205 die Trcn- 
nung von racemischer 23-Dihydroindol-2-carbonsaure 
unter Verwendung von Ephedrin beschrieben. 

Das Verfahren der vorliegenden Erfindung zeichnet 
sich gegenQber diesem Stand der Technik in vorteilh af- 
ter Weise z. B dadurch aus. daO none re chemische und 
optische Ausbeuten erzielt werden konnen. f enter wird 
die Verwendung teurer chiraler Reagentien vermieden. 

Das Verfahren beruht darauf, daB bestimmte Mikro- 
organismen oder aus ihnen isolierte Enzyme vom Race- 
mat eines N-geschtttzten 2-Indoiin-carbonsaureesters 
selektiv ein Bnan tiomer zur N-geschOtzten 2-Indolin- 
carbonsaure hydrolysieren, wahrend das and ere Enan- 



und der 2S-Verbindung der Formel III oder aus der 
2S-Verbindung der Formel II und der 2R-Verbindung 
der Formel III besteht. 
30 Diese Produktgemische I as sen sich auf an sich be- 
kannte Weise auftrennen und auf einem der beiden 
nachstehend beschriebenen Wege in die jeweils ge- 
wtlnschte 2R- oder 2S-Indolincarbonsaure OberfOhren: 

35 Weg A 

(die erhaltene Verbindung der Formel II we ist die 
{Configuration auf, die fur die 2-Indolincarbonsaure 
gewUnscht wird) 

40 

Die geschdtzte Aminogmppe der Verbindung der 
Formel II wird racemisierungsfrei freigesetzt. z. B. nach 
J. L. Stanton et aL. loc cit_ racemisierungsfrei hydroly- 
siert, man erhalt unmittelbar die gewOnschte Indolincar- 

« bonsaurc Die Verbindung der Formel III mit der nicht 
gewQnschten Stereochemie wird gezielt racemisiert und 
kann etner erneuten erfindungsgema&en Verseifung un- 
terworfen werden. Die gezielte Racemisierung einer 
Verbindung der Formel III wird auf an sich be kann te 

so Weise, z. B durch Behandeln mit einem Anhydrid, wie 
einem Niederalkancarbonsaureanhydrid, z. B Acetanhy- 
drid, durchgefuhrt. 

WegB 

55 

(die erhaltene Verbindung der Formel III weist die 
{Configuration auf, die f Or die 2-Indolincarbonsaure 
gewunscht wird) 

so Die geschQtzte Aminogru ppe sowie die Ester gruppe 
COOR 1 der Verbindung der Formel III werden racemi- 
sierungsfrei freigesetzt, z. B hydrolysiert. Die Verbin- 
dung der Formel II mit der nicht gewQnschten Stereo- 
chemie wird verestert, gezielt racemisiert und kann ei- 

55 ner erneuten erfindungsgemaflen Verseifung unterwor- 
fen werden. Die Veres terung erfolgt auf an sich bekann- 
te Weise, beispielsweise durch Umsetzung mit einem 
Diazoniederalkan, wie Diazometan, oder, vorzugsweise, 
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durch OberfQliren in ein reaktionsfahiges Deri vat der 
Carboxylgruppe, z_ B in ein Carbon saure halogen id. wie 
das Carbonsaurechlorid, beispielsweise mit einem Ohlo- 
rierungsmittel wie Thionylchiorid. und anschlieGende 
Reaktion beispielsweise mit einem NiederalkanoU wie 
Methanol. Die gezieJte Racemisierung la&t sich wie un- 
ter Weg A angegeben durchfuhren. 

Die Erfindung betrifft daher auch das Verfahren zur 
Hers te Hung von 2R- oder IS-Indolincarbonsaure der 
Forme! I, dadurch gekennzeichnet, dafl man eine 2RS- 
Verbindungder Forme I HI, 



CO OR 3 



on) 



worm R* fur unsubstituiertes oder subs tit uiertes Aikyl, 
Cydoalkyl oder unsubstituiertes oder substituiertes 
Aryl steht und R 2 eine Aminoschtifzgruppe bedeutet, 
durch mikrobielle oder enzymatische Katalyse zu einem 
Gemisch umsetzt, das entweder a us der 2R-Verbindung 
der Form el II 



COOH 



Cn> 



1- 



und der 2 S- Verbindung der Forme I III oder aus der 
2S-Verbindung der Formel II und der 2R- Verbindung 
der Formel III besteht, und die Verbindung der Forme! 
II oder III. die die gewunschte {Configuration am C-2-A- 
tom des IndolingerGstes aufweist, isoliert und ihre ge- 
schutzte Aminogruppe so wie gegebenenfalls die ver- 
esterte Gruppe COOR 1 racemisierungsfrex freisetzt. 

Eine vorteilhafte ReaktionsfOhrrung besteht darin, daB 
die zur racemisierungsfreien Aminogruppenfreisetzung, 
z. B. durch Hydro lyse, jeweils nicht verwcndete Verbin- 
dung der Formel II oder HE durch gezielte Racemisie- 
rung, der im Falle einer Verbindung der Formel II eine 
Veres tern ng vorausgeht, wieder in racemisches Aus- 
gangs materia.] Gbergef Ohr t wird. Das beschriebene Ver- 
fahren erweist sich somit wegen der Wiederverwend- 
barkeit des im ersten Reaktionslauf nicht brauchbaren 
Materials als neues Ausgangsmaterial als auBerordent- 
lkrh verlustarm- 

Unsubstituiertes Aikyl R 1 kann bis und mit 20 KLoh- 
lenstoffatome enthalten und ist vorzugsweise Niederal- 
kyL Substituiertes Aikyl R 1 ist vorzugsweise durch Aryl, 
. Halogen, Hydroxy und/oder KiederaJkoxy substituier- j 
tes Niederalkyl und steht z. B. far Arylniederalkyl, Halo- 
genniederalkyl, Hydroxyniederalkyl, Miederalkoxynie- 
deralkyl oder Hydroxy/ Niederalkoxyn i ederal kyl . 

Aryl steht. auch in Definitionen wie Arylniederalkyl, 
fur aromatische ICo hi en w asse rs toff rest e. substituiertes < 
Aryl fOr solche Reste, die durch Nliederalkyl, Hydroxy, 
geschOtztes Hydroxy, Ni ederal koxy. Halogen, Amino, 
Halogenniederalkyl, Hydroxyniederalkyl, Aminonieder- 
alkyl oder Mitro substituiert sind und bedeutet z. B un- 
substituiertes oder entsprechend substituiertes 1 - oder < 
2-NapHthyl, vorzugsweise Jedoch unsubstituiertes oder 
entsprechend substituiertes Phenyl, wie Phenyl. Me- 
thyl phenyl. Hydroxyphenyt, Benzyloxyphenyl, Mcthox- 



yphenyl. Hydroxy methyl phenyl. A minom ethyl phenyl 
oder NitrophenyL 

Die vor- und nachstehend verwendeten Allgemeinbe- 
griffe haben, sofern sie nicht abweichend definiert sind. 
5. die folgenden Bedeutungen: 

Der Ausdruck "nieder" bedeutet, daB entsprechend 
definierte Gruppen oder Verbindungen bis 7, vorzug- 
weise bis 4 Kohlenstoff atome enthalten. 

Ni ederal kyl ist z. B. Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopro- 
o pyl, n- Butyl, Isobutyl oder tert.- Butyl, ferner n-Pentyl, 
n-Hexyl oder n-Heptyl, bevorzugt MethyL 

Mi ederal koxy steht in erster Linie fur Methoxy, Et- 
hoxy, n-Propoxy, Isopropoxy, n-Butoxy, Isobutoxy oder 
tert.- Bu toxy. 

5 Halogen hat vorzugsweise eine Atomnummer bis 35 
und ist insbesondere Chlor, ferner Fluor oder Brom. 
kann jedoch auch lod sein. 

OeschOtztes Hydroxy ist verestertes, z. B. als Acylde- 
rivat verestertes Hydroxy, wie Niederaikanoyloxy, Ben- 

0 zyloxycarbonyloxy oder Niederaikoxycarbonyloxy, 
oder verethertes Hydroxy, z. B. 2-Tetra-hydropyrany- 
loxy oder Benzyloxy. 

Halogenniederalkyl ist z. B. Halogenmethyl, wie Tri- 
fluormethyl oder 1- oder 2-Chlorethyl. 

s Hydroxyniederalkyl ist z. B. Mono- oder Dihydroxy- 
niederalkyl, tragi die Hydroxygruppe(n) beispielsweise 
insbesondere in hdherer als der a-Stellung, und bedeu- 
tet z- B. Hydroxy methyl, 2-Hydroxyethyl, 3-Hydroxy- 
oder 23-Dihydroxy-propyJ, 4-Hydroxy- oder 2,4-Dihy- 

> droxybutyi, 5- Hydroxy-, 2^- Dihy droxy- oder 3,5-Dihy- 
d r oxy-pen ty L 

NiederaJkoxynieder aikyl ist z. B. Mono- oder Dinie- 
ral koxy niederalkyl, tragt die Niederalkoxygruppe(n) 
beispielsweise insbesondere in hoherer als der «-Stel- 

1 lung und ist beispielsweise 2- Methoxy-, 2-Ethoxy-, 

2- Propoxy- oder 2- Isopropoxy- ethyl. 3-Methoxy- oder 

3- Ethoxy-propyl oder 33- Di methoxy-. 33-Diethoxy-, 
23-Dimethoxy- oder 23-Diethoxypropyl oder 4,4- Di- 
methoxy- butyl, ferner Methoxy-, Ethoxy-, Dimethoxy- 

} oder Propoxy- oder Isopropoxy methyl. 

Aminoniederalkyl ist z. B. Amino methyl oder 1 - oder 
2-Aminoethyi. 

Niederaikanoyloxy ist z_ B. Ace toxy, Propi onylox y, 
Butyryloxy, ferner Formyloxy oder Pivaloyloxy. 

Niederalkoxycarbonyloxy ist z. B. Methoxy car bo ny- 
loxy oder Eth oxycarbo ny lox y. 

Arylniederalkyl ist vorzugsweise Phenylniederaikyl, 
z. B. Benzyl oder 1- oder 2-PhenylethyL 

Cydoalkyl weist z. B» 3 bis 8 Kohlenstoff atome auf, 
insbesondere 4 bis 6 KLoh lens toff atome, und steht z. B 
far Cyclop ropyl, Cyclopentyl oder CyclohexyL 

Eine geschotzte Aminogruppe kann beispielsweise in 
Form einer leicht spaltbaren Acylamino-, Acylimino-, 
Silylaminogruppe oder als Enamino-, Mitro-, Hitroso- 
oder Azidogruppe vorliegen. Die Freisetzung der ge- 
schtltzten Aminogruppe geschieht auf literaturbekannte 
Weise. 

In einer entsprechenden Acylaminogruppe ist. Acyl 
beispielsweise der Acylrest einer organischen Saure mit 
z. B. bis zu 18 Kohlenstoff a tomen, insbesondere einer 
gegebenenfalls, z. B. durch Halogen oder Phenyl, substi- 
tuiert en A lka near bo n saure oder gegebenenfalls, z. B 
durch Halogen. Niederalkoxy oder Nitro, substituierten 
Benzoesaure. Oder eines Kohlensaurehalbesters. Solche 
Acylgruppen sind beispielsweise NiederalkanoyI, wie 
Formyl, Acetyl oder Propionyl. Halogenniederalkanoyl, 
wie 2-Halogenacetyl, insbesondere 2- Fluor-, 2- Brom, 
2- lod, 2^2,2 -Tri fluor- oder 2^2-TTrIch loracetyl, gegebe- 
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nenfalls substituiertes Benzoyl, 2u B. Benzoyl. Halogen- 
be nzoyl, wie 4-Ch lor benzoyl, N ied eralkoxy benzoyl, wie 
4- Me thoxy benzoyl, oder Nitrobenzoyl. wie 4-Nitro ben- 
zoyl. Insbesondere ist auch Niederalkenyloxycarbonyl, 
z. B. A My lox year bony I, oder gege bene n falls in 1- oder 
2-Stellung substituiertes Niederalkoxycarbonyl geeig- 
net, wie Niederalkoxycarbonyl. z. B. Methoxy- oder Et- 
hoxycarbonyl, gegebenenfalls substituiertes Benzylox- 
ycarbonyU z. B. Be nzyloxycarbony 1 oder 4-Nitrobenzy- 
loxycarbonyL Aroylmethoxycarbonyl. worin die Aroyl- 
gruppe vorzugsweise gegebenenfalls, z. B. durch Halo- 
gen, wie Brom substituiertes Benzoyl darstelit, z. B, Phe- 
nacyloxycarbonyL 2-Halogenniederalkoxycarbonyl. 
z. B. 2A2-Trich lorethoxy carbony 1 , 2-Chlorethoxycarbo- 
nyl. 2-Bromethoxycarbony] oder 2-lodethoxycarbonyl, 
oder 2-(tris-substituiertes Sflyl>-ethoxycarbonyl, wie 
2-XriniederaJkyl-sUylethoxycarbonyl, z. B. 2-Trimethyl- 
sUylethoxycarbonyl oder 2-(Di-n-butyl-methyl-silyl)-et- 
hoxycarbonyL oder 2-Triary Isily le thoxycarbo ny 1, wie 
2-TriphenylsilylethoxycarbonyL 

Fcrner kann Acyl den Acylrest einer Aminos Sure 
oder ernes Oligopeptides bedeuten, wie AlanyL Olycyl, 
Phenylalanyi, Valyl oder gebrauchliche Kombinationen 
von bis zu sechs der z. B. natoritch vorkommendcn Ami- 
nosfiu ren- 
in einer Acyliminogruppe ist AcyJ beispielsweise der 
Acylrest einer organischen O ica rbo nsaure mit z. B_ bis 
zu 12 Kohiens toff at omen, insbesondere einer entspre- 
chenden aromatischen DicarbonsSure. wie Phthalsaure. 
Eine sole he Gruppe ist in erster Linie Phthalimino. 

Bine Silylaminogruppe ist in erster Linie eine organ i- 
sche Silylaminogruppe. In diesen enth&lt das Silicium- 
atom vorzugsweise NiederalkyL z. B. Methyl, Ethyl, 
n- Butyl oder tert.-ButyL femer Niederalkoxy, z. B. Me- 
thoxy, als Substituenten. Oeeignete Silylgruppen sind in 
erster Linie TriniederalkylsilyL insbesondere Trimethyl- 
silyl oder Dim ethyl- terL-buty Isily L 

Weitere geschOtzte Aminogruppen sind z. B. Enami- 
nogruppen, die an der Doppelbindung in 2-SteIlung ci- 
ne n elektronenziehenden Substituenten, beispielsweise 
eine Carbonylgruppe, en thai ten. Schutzgruppen dieser 
Art sind beispielsweise 1 -Acyl-niederaJk-1 -en-2-yl-reste, 
worin Acyl z. B. der entsprechende Rest einer Niederal- 
kancarbonsfiure, z. B. Essigsaure, einer gegebenenfalls, 
z. B durch NiederalkyL wie Methyl oder tert.- Butyl, Mie- 
deralkoxy, wie Methoxy, Halogen, wie Ohlor, und/oder 
Nitro subs tituier ten Benzoesaure, oder insbesondere ei- 
nes KLohlensaurehalbesters, wie eines ICohlensaure-nie- 
deralkylhalbesters, z. B. -methyl halbesters oder - ethyl - 
halb esters, und Niederalk-1 -en insbesonder 1-Propen 
bedeutet. Entsprechende Schutzgruppen sind in erster 
Linie 1-Niederalkanoyl-prop-l -en-2-yI, z. B. 1 -Acetyl- 
prop- 1 -en-2-yl, oder 1 -Niederalkoxycarbonyl-prop- 
l-en-2-yU z. B. 1 -Ethoxy-carbonyl-prop-1 -en-2-yL 

Als Aminoschutzgruppe bevorzugt ist Niederalka- 
noyL wie FormyL Acetyl oder PropionyL darunter insbe- 
sondere AcetyL Diese Reste lassen sich auf an sich be- 
kannte Weise hydroly tisch abspalten. 

Das erfindungsgemftOe Verfahren wird bevorzugt mit 
Verbindungen der Formel III durchgefOhrt. in denen R 1 
fQr Niederalkyl und R 2 far Niederalkanoyl stent, insbe- 
sondere mit solchen Verbindungen und unter den Be- 
dingungen, die in den Beisplelen erwahnt sind. 

Im erfindungsgemafien Verfahren wird unter mikro- 
bieller Katalyse die katalytische Vcrwendung von Mi- 
kroorganismen des Genus Pseudomonas, eines Pseudo 
monas-ahnlichen Genus, des Genus Hyphomicrobium 
oder von Mischkulturen davon verstanden, die eine 
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AminosSureester spaltende Esterase produzieren. 

Dabei handelt es sich insbesondere um Mikroorganis- 
men, die auf RS- Verbindungen der Formel 111 unter 
Produktlon von enantioselektiver Esterase Wachstum 
5 zeigen, wie z. B. Mikroorganismen a us der Gruppe Fol- 
gender Stamme: DMF 3/3 (NRRL-B-15 356), DMF 3/4 
(NRRL-B-15 359% DMF 3/5 (NRRL-B-15 360), DMF 
3/6 (NRRL-B-15 361). DMF 3/11 < NRRL-B-15 362). 
DMF 3/12 (NRRL-B-15 363% DMF 4/4 (NRRL- 
10 B- 1 5 364), DMF 5/3 (NRRL-B-15 365). DMF 5/5 
(NRRL-B-15 366). DMF 5/7 (NRRL-B-15 367). DMF 
5/8 (NRRL-B-15 368), DMF 5/9 (NRRL-B-15 369), 
DMF 5/10 (NRRL-B-15 370% Mischkulturen dieser 
Stamme sowie die Mischkultur EE 210 (DSM-3476). Be- 
15 vorzugt sind dabei die Stamme DMF 3/3. DMF 5/8 und 
die Mischkultur EE-210. 

Die genannten Stamme mit der intemen Bezeichnung 
DMF ... sind a us der Europaischen Patentanmeldung 
1 27 581 bekannt 
20 Die neue synthrope Mischkultur EE-210, die ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, stammt a us 
dem KJftrschlamm einer Abwasserreinigungsanlage der 
Ciba-Geigy AG Monthey (Schweiz) und ist bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen, Grise- 
25 bachstraBe 8, D-3400 GO t ting en, am 26. luni 1985 hinter- 
legt worden (Hinterlegungsnummer: DSM-3476). 

Die Isolierung von EE-210 erfolgt analog zu der in der 
Europaischen Patentanmeldung 1 27 581 beschriebenen 
Weise, z. B wie in den Betspielen beschrieben. Die syn- 
30 trophe methylotrophe Mischkultur (Pseudomonas und 
Hyphomicrobium) besteht aus 4 Komponenten: Stab- 
chen und Bakterien mit Hyphen. 

Im erfindungsgem&Ben Verfahren wird unter enzy- 
matischer Katalyse die katalytische Verwendung von 
35 Esterasen verstanden. die sich aus einem der vorstehend 
beschriebenen Mikroorganismen isolieren lassen. 

Die Isolierung dieser Enzyme geschieht auf an sich 
bekannte Weise. indem die Zellen der Mikroorganismen 
aufgeschlossen werden, z. B. durch Behandlung mit 
40 Ultraschall. Nach Abtrennen der unlOslichen Zellbe- 
standteile, z. B. durch Zentrifugieren, wird die Enzymlo- 
sung durch klassische Enzymreinigungsverfahren. wie 
I onenausta uscher-Chromatographie oder Gel nitration 
weiter aufgetrennt. bis die gesuchte Aktivit&t in gena- 
45 gender Reinheit vorliegt. 

Die wie vorstehend aus dem Mikroorganismus DMF 
5/8 erhaJ tliche Esterase ist wie folgt charakterisiert : 

Molekulargewtcht 
so (Gelfiltration): 30 OOO ( ± 5000) 

Stabili tat (Tscwb): 45° C 

Inhibitoren: 

EDTA(IOmM): — 
55 lodacetat (1 mM): — 

Substrate: 

N - Ace tyl-2- indo lincarbo nsaure- me thy I ester: + 

N-Acetyl-2-indolincarbonsAure-ethylester: + 

eo 2-Indolmcarbonsauremethylester: — 

2-Indolcarbonsauremethylester: — 

Aus der Mischkultur EE-210 laBt sich eine Esterase 
erhalten, deren Molekulargewicht ca. 13<M> ge ringer ist. 
65 Die wie vorstehend erhaitlichen Esterasen, die das 
erfindungsgemftBe Verfahren katalysieren. sind eben- 
falls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Das be- 
trifft vor allem die aus DMF 5/8 und die aus EE-210 wie 
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in den Beispielen beschrieben isolierbaren Esterase n. 

Von den beiden Wegen A und B.die im im erfindungs- 
gemSflen Verfahren beschritten werden konnen, ist der 
Weg A bevorzugt, das heiOt derjenige. bei dem die er- 
haltene freie Sflurc der Forme! II die fOr die 2-Indolin- 
carbonsfiure gewOnschte Konfigu ration aufweist. 

Wird als Verfahrensprodukt die 2R-IndoIincarbon- 
sflure gewQnscht, laBt sich das Verfahren in einer bevor- 
zugten Ausfuhmngsform unter Verwendung der Mikro- 
organismen DM F 3/3, DM F 5/8 oder EE -2 1 0 durchfOh- i < 
ren. Auf diese Weise lassen sich R-Verbindungen der 
Formel II sowie S-Verbindungen der Formel 111 in opti- 
schen Ausbeuten von bis zu 98<Vb gewinnen. Ebenfalls 
laBt sich far diese Zwecke die aus EE-210 isolierte Este- 
rase verwenden. is 

Wird als Verfahrensprodukt die 2S-IndoJinearbon- 
saure gewflnscht, IfiBt sich das Verfahren in einer beson- 
ders bevorzugten Ausfahrungsform unter Verwendung 
der aus dem Mikroorganismus DMF 5/8 isolierbaren 
Esterase durchfOhren. Auf diese Weise lassen sich 20 
S-Verbindungen der Formel II sowie R-Verbindungen 
der Formel III in optischen Ausbeuten von SO — 9244) 
gewinnen. 

Die nachstehenden Beispiele dienen zur Illustrierung 
der Erfindung. ohne diese in irg end einer Form wie etwa 2s 
auf den Umfang der Beispiele, besch ran ken zu so lien. 
Mit ^"gekennzeichnete Angaben sind optische Aus- 
beuten. 

Beispiel 1 30 
Isolierung von EE-2 1 0 (Syntrophe Mischkultur) 

03 ml Abwasser aus der Ciba-Oeigy Mont hey wer- 
den in SO ml Schuttetkolben mit 20 ml Medium MV7 33 
Qberimpft. mit 5 g/l Methanol als Kohlenstoff-Quelle 
supplementiert und 7 Tage bei 28° C und 250 Upm inku- 
biert. OJ5 ml dieser ersten Anreicherungskultur werden 
in die gleiche Nahrlosung Qberimpft und wieder 7 Tage 
bei 28° C und 250 Upm inkubiert. 0,5 ml der zweiten ao 
Anreicherungskultur werden wieder in das gleiche Me- 
dium Qberimpft und 7 Tage bei 28° C und 250 Upm inku- 
biert: Die zweite und dritte Anreicherungskultur wer- 
den auf MV7-Agar plattiert, mit 5 g/l Methanol supple- 
mentiert und bei 28° O inkubiert. Einzelkolonien werden 45 
gepickt und mehrmals auf dem gieichen Medium ausge- 
strichen. Die so isolierten KE-21C- Kolonien werden auf 
MV7-Schragagar aufbewahrt. 

Das Medium MV7 (flOssig) setzt sich wie folgt 
men: 



Zusammensetzung des MV7-Agar 

Wie Medium MV7 aber mit Zusatz von 20 g/l Agar 
(Difco). Die ICohfenstoff -Quelle wird vor dem GieBen 
t bei 50 — 55° C zugegebeiu 

Herstellung der Vorkultur 

Eine Probe des auf Schragagar aufbewahrten EE-2 10 
1 wird in einen SO ml SchOttelkolben zu 20 ml Medium 
MV7 mit 5 g/l Ethanol gegeben und 72 Stunden bei 
28° C und 250 Upm inkubiert. 2 ml dieser ersten Vorkul- 
tur werden in einen zweiten SchOttelkolben (500 ml) mit 
lOO ml Nahrlosung MV7, 5 g/l Ethanol und 5 mmol 
Phosphatpuffer pH 7 gegeben und 72 Stunden bei 28°C 
und 250 Upm inkubiert. 

ZQchtung im 10 1-MaBstab 

In einem Laborfermenter werden IO I hitzesteriUsier- 
te (20 min, L20 0 C) Nahrlosung MV7 und 50 g sterilfil- 
triertes Ehtanol vorgelegt. Eine Probe mit circa lOOml 
Vorkultur EE-2 IO wird zugegeben und unter folgenden 
Bedingungen fermentiert: pH 7 (mitteJs waBriger 0,1 N 
NaOH konstant gehaiten), 28 "C, Luftzufuhr 0,25 1/min 
und ROhrgeschwindigkeit von 400 Upm. Nach 48 Stun- 
den werden weitere 50 g sterilfiltriertes Ethanol zuge- 
geben. Nach 57 Stunden ist das eingesetzte Ethanol zu 
mehr als 95% abgebaut und die gebildete Zellmasse 
wird durch Zentrifugieren abgetrennt Es resultieren 
1 OO g Zellmaterial (NaBgewicht), 

Beispiel 2 

Isolierung von Esterase aus Ps. DMF 5/8 

159 g Ps. DMF 5/8 ZeUen werden mit OJ5 1 Puffer A 
<0,1 M Natrium phosphatpuffer. pH 6,7, 0,1 M NaCl) ge- 
waschen. 

AufsChluB 



2g NH*NO*(Stickstoffquelle) 

1,4 g Na 2 HP04 Puffer und Phosphor-Quelle 

OjS g KH2PO4 Puffer und Phosphor-Quelle 

0.2 g MgS0 4 - 7 HaO 

0,0,1 g CaCla - 2 HaO 

O.OOI g JFeSCU - 7 HaO 

1 ml Spur enele men tlosung 

(je20 mg/1 Na 2 Mo0 4 - 2 HaO. 

Na 2 a,0 7 - 1 OHao, ZnS0 4 • 7 HaO, 

MnS0 4 • HaO, CuS0 4 - 5 HaO). 

ad 1 Liter mit destilliertem Wasser, pH 7 mit NaOH, 
autoklavieren. Die Koh lens toff — Quelle (Methanol, Me- 
thy Jam in etc) wird sterilfiltriert und dem sterilen Medi- 
um bei Raumtemperatur zugesetzt 



Die gewaschenen Zellen (143 g) werden in 470 ml 
Puffer A suspendiert und in zwei Portionen wBhrend 
45 einer Stunde mit Uitraschall behandelt (Heat Systems- 
Ultrasonic Inc. Sonicator-W-375, voile Leistung — ca. 
375 Watt. Rosette mit Eiswasser gekOhlt). AnschlieBend 
werden die unlos lichen Zellbestandteile bei 20 OOO Upm 
(20 min) abzentrifugiert (Sorvall Zentrifuge, Rotor SS- 
50 34). Der Oberstand (Rohextrakt) enthalt die Esterase. 

lonenaustauscher-Ohromatographie 

GO ml DEAE-Sephacel (Pharmacia) werden in Puffer 
55 A (1 1) fiquilibriert und zum Rohextrakt (555 ml) gege- 
ben. Nach vorsichtigem Einengen auf einer Nutsche 
wird das Saulenmaterial in eine Olassftule (lj6 x 30 cm) 
gefOllt und Ober Nacht mit Puffer A gespOlt (FluBr 
lOml/h) Die Etution der Esterase erfolgt mit einem 
60 NaCI-Oradienten (O.i M — 1,0 M, 400 ml). Das Eluat 
wird in Fraktionen mit einer Kollektionsdauer von 20 
Mtnuten (33 ml) aufgefangen. Die Esterase wird mittels 
DO in den Fraktionen 18 — 33 nachgewiesen. Diese 
Fraktionen werden gepoolt (54 ml) und im Diaflo 
&s (Membran YM- 1 0) auf 12 ml < ' 
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Oelfiltration 
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Der Esterase- Pool a us dem vorhergehenden Reini- 
gungsschritt wird fiber eine Sephacryl S-200 sf Saule 
(2,6 x 9© cm) gelfiltriert (FluQ: 10 ml/h; Phosphatpuffer. 
pH 7)l Die Esterase wird mittels DC in den Fraktionen 
90 — 98 nachgewiesen (FraJctionsvolumen : 33 ml). Diese 
Fraktionen werden gepoolt und lyophilisiert. Erhaltenes 
Lyoph ili sate 346 mg, davon 31 mg Protein. 

Charakterisierung der Esterase a us DMF 5/8 
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Oelfiltration 



Die Enzymlosung a us dem Diaflo (7,2 ml) wird Qber 
eine Sephadex G-75 Saule (2,6 x 90 cm) gelfiltriert 
(69 znM Phosp hat puffer, pH 7, 10 ml/h). Die Esterase 
wird mittels DC in den Fraktionen 59—69 (Fraktionsvo- 
lumen: 33 ml) nachgewiesen. Diese werden gepoolt und 
lyophilisiert. Erhaltenes Lyophilisat: 365 mg, davon 
383 mg Protein. 

Reinigung (Ausgangsmaterial: 500 g Zellen) 



Molekul argewich t 

(Oelfiltration): 30 OOO ( ± 5000) 

Stabilit&t (Tso^): 45° C 

Inhibitor en: 

EDTA(lOmM): — 
Iodacetat(l mM): — 

Substrate: 

N-Acetyl-2-indolincarbonsaure-methylester: + 
N-AcetyI-2-indolincarbonsaure-ethylester: 
2-Indolincarbonsauremethylester: — 
2-Indolcarbonsauremethylester: — 

Beispiei 3 

Isolierung von Esterase a us der Mischkultur EE-210 

500 g Zetl material (NaBgewicht) werden mit 1 I Puffer 
B (lO mM Pbosphatpuffer. pH 73) gewaschen und an- 
schiieBend in 13 1 Puffer B Qber Nacht unter ROhren 



Roh extra let geremigte 



Aktivitat U (u.Mol/min) 1 8,4 

Protein (mg) 9840 

Spezifische AkUvitat 0.002 
20 (U/mg) 

Reinigungsfaktor 1 

Ausbeute an Aktivitat 100 



23 
38 

0,013 



37 
15 



AufschluB 

Die Suspension wird in 4 Portion en w ah rend je einer 
Stunde mit UZtraschall behandelt (Heat Systems-Ultra- 
sonic Inc Sonicator-W-375. voile Leistung — ca. 375 
Watt, Rosette mit Eiswasser gekuhlt). Unlosliche Zellbe- 
standteOe werden durch Zentrif ugieren bei 20 OOO Upm 
(20 min) entfernt (Sorvall Zentrifuge, Rotor SS-34> Die 
Esterase befindet sich im Oberstand (Rohextrakt> 

Sftureffillung 

Der Rohextrakt wird durch Zugabe von Salzsaure 
unter standi gem ROhren bei 4°C langsam auf pH 43 
gebracht. Der entstandene Niederschlag. der die Estera- 
se enthftlt, wird bei 20 OOO Upm (30 min) in einer Sorvall 
Zentrifuge (Rotor SS-34) abzentrifugiert. Das Zentrif u- 
gat wird in Puffer B aufgenommen und mit 1 N NaOH 
langsam auf pH 73 gestellt (Endvolumen: 675 ml), 

lonenaustauscher-Chromatographie 

60 ml DEAE-Sephacel werden mit 1 1 Puffer B aquili- 
briert und zur Enzymlosung aus dem vorherigen Reini- 
gungsschritt gegeben. Das beladene Oel material wird in 
eine Glassauie (23 x 25 cm) gegeben, Qber Nacht mit 
Puffer B gespOlt (lO ml/h) und anschlieBend mit einem 
NaCI-Gradienten (O — 03 M. 400 ml) eluiert- Das Eluat 
wird in Fraktionen von 33 ml gesammelt Die gesuchte 
Aktivitftt befindet sich in den Fraktionen 47 — 55. Diese 
werden gepoolt und im Diaflo eingeengt (Mem bran 
YM-IO). 



Beispiei 4 

25 

Hydro lyse mit Mischkultur EE-210 

In einem 500 ml Rundkolben werden 50 g tiefgefrore- 
ne EE-210- Zellen (NaBgewicht) in 100 ml 0,08 M 

30 Phosphatpuffer (pH 6) suspendiert und bei Raumtempc- 
ratur mit einer L5sung von l,Og (43 mmol) racemi- 
schem N-Acetyl-2-indolincarbonsfiuremethylester in 
lOO ml 0,08 M Phosphatpuffer (pH 6)/DimethyIforma- 
mid (lO : 1) versetzt. Der Reaktionsablauf wird mittels 

35 HPLC kontrolliert (Saule KLontron-LJchrosorb RP18 
lOpm, 25cm/03cm, Laufmittel Hjo/CH^CN/H^POh 
(750 g/250 g/2 gX 13 ml/min. UV-Detektor. 230 nm). 
Nach 96 Stunden ROhren bei Raumtemperatur mittels 
Magnetruhrer betragt der Umsatz 50%. Das Reaktions- 

40 gemisch wird mit 2 N H2SO4 auf pH 3 eingestellt und 
dreimal mit je lOO ml Ether extrahiert. Um eine bessere 
Trennung der Phasen voneinander zu erreichen. wird 
wahrend 15 min bei lO OOO Upm zentrifugiert- Die Et- 
herphasen werden vereinigt. Qber Magnesiumsulfat ge- 

45 trocknet und i Vakuum eingeengt. Man erhfilt 900 mg 
Rohprodukt. Dickschichtchromatographie einer Probe 
von 200 mg an 2 mm KJeselgel 60F Fertigplatten 
(Merck) mit nBuOH/CHsCOOH/HjO (4:1:1) liefert 
90 mg reinen (gemafl HPLC) N- Acetyl -2S-indolincar- 

50 bo nsauremethy tester; fct} 32, — — 528°; (c — 1 in Etna* 
nol); ee — 98<M>. 

Beispiei 5 

55 Hydro lyse mit ganzen Zellen Ps. DM F 3/3 

In einem 250 ml-Kolben werden lO g tiefgefrorene 
Ps. DMF 3/3-Zellen (NaBgewicht) in 90 ml Medium 
MV7 suspendiert und bei 37° C thermostatisiert. An- 

60 schiieBend wird eine LOsung von 400 mg (13 mmol) ra- 
ce mischem IM - Acety 1 - 2 - indolinca rbonsau rerne thy I ester 
in 8 ml Aceton zugetropft, und das Gemisch wird bei 
37° C mittels Magnetruhrer geruhrt. Der pH-Wert wird 
mittels pH-Stat (Metro hm 655) mit O.I N NaOH kon- 

65 stant auf 7 gehalten. Nach 8 Stunden betragt der Um- 
satz ca. 50<M> und die Reaktion wird durch Zugabe von 
lO ml 3 N HCI gestoppt. Die Zellen werden abzentrifu- 
giert (lO OOO Upm. 20 min) und die saure w&Brige Phase 



OS 37 27 411 

13 14 

(pH 1) wind dreimal mit je lOOml Ether extrahiert- Die 
Etherphasen werden Qber Magnesiumsulfat getrocknet 
und im Vakuum eingeengt. Das Rohproduktgemisch 
(350 mg) wird auf einer Fertigsaule UChroprep Si 60 
Merck 10410 getrennt. Der nicht umgesetzte N- Acetyl- 5 
2S-indoIincarbonsauremethylester (201 mg, Fp- 125° C, 
C«l Ss — — 12°. c — 03 in CHCI3) wird mit reinem Ether 
eluiert. Die N-Acetyl-2R-indol incarbonsaure (1 JO mg. 
Fp. 202—206° C, la} & — +406°. c — 03 in EthanoU 
ee — 77%) wird anschlieBend mit Essigester/Essigsaure so 
(95 s 5) eluieru 

BeispieI6 

Hydrolyse mit Esterase aus Ps, DMF 5/8 1 s 

In einem IOO ml Rundkolben wird 1 ml einer waBri- 
gen L&stwg von Esterase aus Ps. DMF 5/8 (5 mg/ml) mit 
0,08 M Pbosphatpuffer (pH 6) auf 20 ml verdOnnt Eine 
LOsung von 132 mg (Oj6 mmol) racemischem N-Acetyl- 20 
2-uxdoIincarbonsauremethyiester in 2 mi Ace ton und 
0,5 ml 0,08 M Phosphatpuf fer (pH 6) wird dann langsam 
unter RQhren zug etropft. Mach 20 Stunden ROhren mit- 
tels Magne trQhrer bei Raumtemperatur wird mit 
lO^Vbiger. NaHC0 3 >L6sung der pH-Wert auf ca. 9 einge- 23 
stellt und anschlieBend dreimal mit je 50 ml extrahiert. 
Die Etherphasen werden fiber Magnesiumsulfat ge- 
trocknet und im Vakuum eingeengt Es werden 120 mg 
nicht umgesetzter N-Aeetyl-2R-indoIin-carbonsaure- 
mcthyi ester isoliert (Rohausbeute). Die waBrige Phase 30 
wird mit 6 N Ffd angesauert und zweimai mit Je IOO ml 
Ether extrahiert. Die Etherextrakte werden fiber Ma- 
gnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. 
Umkristallisieren des Rohproduktes in Dichlormethan/ 
Hex an liefert 12 mg N-Acetyl-2S-mdolincarbonsfiure 35 
(Fp 205-C.M 2, — —522°, c — QJL in Ethanol. cc 92%). 
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